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Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Bc. Katel"inv VIckové

Téma prace: Characterization of Drosophila melanogaster adenosine receptor

Predlozena diplomova prace se tyka vyzkumu adenosinovych receptori, které jsou dilezitymi
slozkami buné&nych signalizaci u Zivo¢ichi a ¢lovéka. Prace je predloZena v anglickém jazyce a po
jazykové strance je pres drobné nepfesnosti na solidni urovni. K formalni strance bych si dovolil
poukazat na pfiliSnou strué¢nost kapitol Uvod (necelé 4 strany) a Diskuse (necelé 3 strany). Zvlasté v
diskusi by si prace zaslouzila diikladng&jsi rozbor. Nejobsahlejsi kapitolou je Materidl a metody a to
nikoliv proto, Ze by autorka zvolila neadekvatné podrobny popis metod, ale proto, Ze metodicky
arsendl, ktery si osvojila a v praci vyuzila je velmi bohaty. V tom vidim nejvétsi klad této prace a
autorka ziskané zkuSenosti jisté€ oceni ve své dalsi kariéfe. Rad konstatuji, Ze autorka zvladla fadu
metod molekularni a buné&né biologie, od prace s nukleovymi kyselinami (napf. klonovani DNA,
konstrukce rekombinantnich plazmidi, kvantitativni RT-PCR v realném ¢ase) pies experimentovani
s bunénymi kulturami (napf. bun&¢né transfekce, imunohistochemie) aZ po praci s celymi
organismy D. melanogaster (selekce transgennich musek, fluorescen¢ni mikroskopie, atd).
Jednotlivé experimenty jsou provedeny perfektné s potiebnymi kontrolami a jejich vysledky jsou
stiizlivé a s rozmyslem intepretovany.

Z vysledkové bych zminil optimalizaci detekce DmAdoR v buikéach D. melanogaster. Receptor
byl uspéiné detekovan v membrané bungk S2, které jej produkuji s vysokou ucinnosti, které
slouzily jako pozitivni kontrola, nebyl vSak touto metodou zachycen v buiikdch S2 s endogenni
expresi DmAdoR, coz naznauje, Ze Uroveti exprese je pod detekénim limitem dané metody. V
mozku D. melanogaster se endogenni DmAdoR klasickymi imunohistochemickymi metodami a
znatenim FlyFos rovnéZ detekovat nepodatilo. Usp&sné viak bylo srovnani funkei lidského
receptoru A2A a DmAdoR u drozofily, kdy se prokazala jejich rozdilna citlivost k adenosinu a
velmi zajimavé bylo zjisténi, Ze exprese lidského receptoru A2A v buikach D. melanogaster

indukuje vznik abdominalniho nadoru.
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K praci mam nasledujici dotazy a pfispévky do diskuse:

1. PHi testovani kvality protilatek a sledovani produkce jednotlivych proteinit v bunénych
systémech se obvykle pouziva imunoblotting. V této praci se tato metoda nepouzivala. Mé¢lo to
né¢jaky divod?

2. Vétsina musek se zvySenou expresi DmAdoR v kratké dobé zemiela. Lze toto pozorovani
upiesnit? Jaky byl pomér musek pfezivajicich a umirajicich?

3. Adenosinovy receptor je zndmym cilem molekul kofeinu. Ktera z izoforem reaguje na kofein u
¢loveka? Aktivuje se adenosinovy receptor kofeinem i u drozofily a pokud ano, jsou znamy
fenotypové ucinky této aktivace?

4. Bude se pokratovat na objasnéni podstaty nadorotvornych procesi indukovanych lidskym

receptorem A2A u drozofily na pracovisti Skolitele?

Na zavér konstatuji, Ze diplomova prace Be. Katefiny VIckové jednozna¢né spliiuje kritéria kladena
na prace tohoto typu - autorka prokéazala dobrou orientaci v feSené problematice, zvladla fadu
naro¢nych experimentalnich piistupd, prostiednictvim kterych se ji podafilo dosahnout stanovenych

cilt. Z téchto diivodi praci jednoznaéné doporuduji k obhajob&. Navrzend znamka - "velmi dobie".
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Magisterska prace: Characterization of Drosophila melanogaster adenosine receptor
(autor prace: Be. Katefina VIckova)

Magisterskd prace Katefiny VI¢kové se tyka studia adenosinového receptoru u drozofily
s cilem otestovani primarni protilatky k adenosinovému receptoru drozofily DmAdoR, vyuziti této
protilatky a FlyFos znaceni pro in vivo analyzu exprese receptoru a vyvoj systému pro inducibilni
expresi receptoru v tkafovych kulturach.

Préce je psana anglicky, pomé&rné dobrou angli¢tinou, a to i pfes ob&asny vyskyt gramatickych
chyb. Rovnéz se vyskytuji drobné nesrovnalosti v textu, jako napt. obrazek €. 8 je v textu uveden jako
obrazek €. 7 a podobné, jsou to ale zavady celkové nevyznamného charakteru, takze je nebudu
hodnotit a ani detailnéji zmiriovat. Volbou tématu a experimentalnim zpracovanim je prace na velmi
dobré drovni, vyzdvihla bych metodickou naro¢nost prace. Co se ale tyle textového zpracovani, tak
ztoho mam tak troSku rozporuplny pocit, a to znasledujiciho diivodu. Nékteré &asti prace byly
zpracovany skvélym zplisobem, tyka se to piedevsim sekce Materidl a metody, ktera pfinasi relevantni
informace, bez hloupé detailnich informaci, jak se b&éZn€ v pracich tohoto typi objevuje. Na druhou
stranu sekce Uvod a Diskuze jsou stfidmé az piilis a v tom vidim zasadni slabinu této prace. V Uvodu
autorka sice pfinasi kvalitni vyklad o adenosinovém receptoru, ale povazuji za nestastné, Ze téméf
zhola nic neni zminéno o metabolismu adenosinu, adenosinové signalizaci ¢i Gloze adenosinovych
receptord v nadorovém bujeni, coZ jsou véci, které jsou nejen tizce spjaty s adenosinovymi receptory,
ale také s nékterymi experimenty &i zavéry prace. Stiidmost Gvodu bych akceptovala, kdyby byla
problematika plné rozvinuta v diskuzi a kontextové doplnila vysledkovou ¢ast, coZ se bohuZel nestalo.
Jedna se o vyzkumné atraktivni téma, navic prace pfinesla zajimavé zji$téni, Ze zesilena exprese
lidského A2AR muize byt ptimym divodem pro nddorovou indukci. Proto povazuji za velikou chybu,
Ze studentka, tento aspekt, krom i dalSich véci, v diskuzi téméf viibec nerozvinula a nabidla jen kusé
informace.

Neékteré pasaze vyzaduji lepsi vysvétleni. Napt. v ¢asti Inducible system v sekci Vysledky
postradam vysvétleni, zjakého divodu bylo pouziti RheoSwitch systému s ekdysonovou indukci
vlastné problematické a tedy jaky je smysl zamény ekdysonové domény za estrogenovou. Vysvétleni
ptinasi az Diskuze. Obrazek 2 by zaslouzil lepsi vysvétleni. Ve své stavajici formé je, alespori pro
mne, nesrozumitelny. Zasadni problém jsem méla s porozuménim experimentu, ktery piislusi
k obrazku 7. Bez relevantnich informaci bud’ v Givodu (viz. ma pfipominka vySe) nebo piimo
v piislusném odstavci, bez nastudovani dodate¢né literatury, t&€Zko mohu rozumét smyslu experimentu.
V obrazku je uvedena zkratka ,,K*. Jedna se o ,kontrolu*“? Autorka zmifiuje pro experiment pomérné
vyznamné vysledky z S2 bunék pfi ,,overexpresi“ receptoru, bohuzel z néjakého divodu samotné
vysledky ukazany nejsou. U vysledkd z Real-time PCR (viz. obr. 8) postrdddam informaci, z kolika
opakovani byla data ziskéana.

Vyuziti GFP reportérového konstruktu v S2 burikich nevykdzalo Zzadnou fluorescenci.
Autorka naznacila, Ze to bylo patrné proto, Ze konstrukt sam o sob¢& nebyl funkéni. Vzhledem k tomu,
Ze byl experiment usp&$né zopakovan s jinym konstruktem, nepovazuji za pfili§ vhodné zmifiovat
ptivodni netspésny experiment s GFP nebo mu alespoii v textu vénovat takovou pozornost.

V &asti 4.2.,vénované detekci DmAdoR v bunéénych kulturdch a mozku, je popis experimentu
otestovani protilatky proti DmAdoR na S2 buikach pfi ,overexpressi“. BohuzZel neni zcela
jednozna¢né definovano, jakym zpiisobem byla ,,overexpresse v burikdch nastolena. Z vysledki



autorka vyvozuje, Ze absence signalu v burikach bez ,,overexpresse* je dand hladinou proteinu, kterd je
pod detekénim limitem protilatky. Proto mne zajimd, jestli byla paralelné ovéfovana uroven
transkripce, a to jak v burikach s ,,overexpressi“ a bez ni. ProtoZe to by mohlo mnohé napovédét. Byla
protildtka nejprve testovana Western blotem? Na zdkladé experimentu s S2 burkami a in vivo
experimentd autorka vyvozuje, Ze absence imunosignalu je dand nizkou hladinou endogenniho
receptoru. Dle mého ndzoru se ovSem jednd spiSe o problém kvality protilatky. Vyplyva to
z experimentu, kde bylo vyuzito GFP zfuzované se sekvenci DmAdoR a experimentu, kde byl vyuzit
tim-gal4 driver, jak pro expresi DmAdoR, tak GFP.V obou pfipadech nebyl detekovan Zadny signal na
zékladé DmAdoR protilatky, nicméné byl pozorovén signal s anti-GFP v prvnim pfipadé ¢i v druhém
pfipadé GFP fluorescencni signal. Pokud to chdpu spravné, tak v prvnim piipadé, pokud by byl
DmAdoR exprimovan v podlimitni hodnot&, nebylo by rovn&Z mozZno detekovat ani GFP expresi,
protoZe se jednd o fuzni konstrukt pod kontrolou jedné regulagni oblasti. V druhém pfipadé byla
exprese DmAdoR, tak GFP zajistovana stejnym promotorem Timeless. Ani zde tedy neni diivod,
alespori na transkrip&ni Grovni, pro vznik rozdili v mife exprese mezi obéma vzorky.

Navzdory mnohde sporym informacim, &ast 4.3.3., vénovana k¥iZeni drozofily, je psand p¥ili§
obsirné. Jeden piiklad za vSechny - stacilo by zminit, Ze u homozygotniho potomstva byla studovana
jejich vitalita a fertilita a neni tfeba popisovat, Ze tito homozygoti vznikli kfizenim homozygotnich
rodi¢d, apod. Problémem rovnéZ je, Ze autorka nedodrZuje pravidla psani genotypovych zapisa.
Z jejich zapis nelze pfesné fici, o jaky genotyp se vlastné jednd. Dle obrazku 9 je patrné, Ze
studované mouchy nesly mutaci Sb a rovn&Z, Ze ani zbarveni o&i neni divokého typu. O t&chto
mutacich nepadla zminka ani v ¢asti Materidl a metody, ani ve vysledkové &asti. Doporucila bych
uvedeni schémat kiiZeni. Pfi srovnavani délky vyvoje mezi kmenem s konstrukty UAS-Dm/A2 a
UAS-DmAdoR bylo pozorovano 12-24 hodinové zpozdéni u konstruktu UAS-Dm/A2. Proto bych se
chtéla zeptat, kolikrat byl tento pokus opakovan. Toto zpoZdé&ni neni zas tak velké, proto si myslim, Ze
mohlo byt zpiisobeno i jinym faktory nez vlivem pouzitého konstruktu. Rovnéz rozdil od oekdvaného
poméru mezi frekvenci homozygotd a heterozygoti u UAS-Dm/A2 neni zas tak velky a pokud byl
pokus proveden pouze jednou, nepfisuzovala bych zjist€nému rozdilu nijak dramaticky vyznam.

Skvélym vysledkem prace je zjisténi, Ze lidsky receptor A2A v drozofile indukuje nadorové
bujeni a je skute¢né Skoda, Ze studentka v diskuzi nevénovala tomuto faktu patfi¢nou pozornost a Ze se
radé€ji zaméfovala na pomérné nepodstatné véci. Rada bych tedy poprosila, jestli by studentka pfi své
obhajobé mohla nastinit svou hypotetickou predstavu, jakym zplisobem pieexprimovani A2AR vede
k nddorové indukci a jak toto zjisténi zapadd do soucasné piedstavy o uloze A2AR v progresi
nadorového onemocnéni.

Velmi kladné hodnotim préaci pro jeji metodickou naronost a pro vysledky, které byly
ziskény, a byla bych nerada, kdyby byl tento klad prace veSkerou mou kritikou zastinén.

Zavérem — volbou tématu a experimentalnimi vysledky ziskala tato diplomové prace velky
potencial, bohuZel tento potencial nebyl zplna vyuZzit pfi vlastnim sepisovani, nicméné i presto se
jednad o kvalitni préci a proto ji viele doporucuji k obhajobé.
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